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摘要 
无论是荧光探针还是载药体系的构建，连接键结构的性质对于整个分子的应用效果起
着重要作用。基于生物体内氧化还原环境的差异性以及二硫键对氧化还原电势的响应性
质，二硫键被广泛运用于设计连接结构应用于生物医药等领域。相对于其他调控方式而言，
二硫键具有响应灵敏度高，生物相容性好，血液循环中稳定性高等优势，但目前为止大部
分生物材料中应用的二硫键具有的线性单一的响应方式并不能够准确调控二硫键在细胞
内外不同条件下的稳定性差异。所以，相比于前人试图通过外部因素，例如：增大位阻或
是改变微环境来改变二硫键的性质，我们试图从二硫键的本质，即其响应方式来改变二硫
键的性质，以使其更好的被应用于生物领域。 
为了解决以上问题，本课题组报道过一种基于刚性萘酰亚胺（NDI）分子构建的双二
硫键体系。我们发现和单二硫键随还原剂浓度增大还原速度线性增加的单一响应方式不
同，双二硫键具有的协同调控作用可以诱导分子内发生可逆交换反应，从而改变双二硫键
的还原机理，使其对氧化还原环境具有独特的非线性响应性质。然而 NDI 由于分子间存在
相互作用导致其水溶性较差，且位阻较大导致其在细胞内响应性较差，限制了其进一步的
应用拓展。 
本论文设计合成了一系列以苯甲酸为母体的刚性双巯基分子，通过氧化还原动力学对
其所构建的单双二硫键二聚体的稳定性和响应性进行了考察，筛选出具有优良性能的双巯
基分子用于双二硫键荧光探针体系的构建并对其在不同条件下的荧光恢复情况进行考察。
最后通过细胞实验对该探针在细胞内环境中的稳定性进行探究，为该类双二硫键在可控药
物递送体系等领域的进一步应用奠定基础。 
本文的内容共分为五章，主要包括以下研究内容： 
第一部分，介绍了多肽及蛋白中二硫键的形成过程、二硫键对多肽和蛋白结构和功能
的调控、二硫键在体外的合成进展以及在生物材料（荧光探针分子和药物释控体系）中的
应用。揭示了目前二硫键在生物医药领域应用的不足，以此为基础提出了本论文的思路、
内容和意义。 
第二部分，设计并合成了一系列基于苯甲酸的刚性双巯基分子。在萘环的基础上缩小
分子体积，改善分子亲水性，通过控制碳链长度对双二硫键分子的稳定性进行调控。 
第三部分，探索双二硫键二聚体的氧化还原动力学并对二聚体的稳定性进行研究，
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从中筛选出性能理想的分子用于双二硫键荧光探针体系的构建。 
第四部分，合成了以双二硫键为连接键的荧光探针，具体包括：含柔性多肽的单双二
硫键荧光探针及刚性单双二硫键荧光探针，并对其在不同还原条件下的荧光恢复情况进行
了考察。为后续细胞实验奠定基础。 
第五部分，总结本论文主要工作内容、创新点，并对之后的研究方向进行展望。 
 
关键词：双巯基分子；双二硫键；氧化还原动力学；FRET 荧光探针；药物递送体系 
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Abstract 
The property of the connection key plays a decisive role in the design and synthesis of the 
molecule applicated in fluorescent probe or a drug delivery system. Based on the different redox 
environments in the organism and the response properties of the disulfide bond to redox potential, 
the disulfide bond is widely used in the design of the connection in the field of biomedicine. 
Compared with other regulatory methods, disulfide bonds have higher response sensitivity, 
biocompatibility, blood circulation stability and other advantages. But most of the disulfide 
bonds used in biological materials maintain a single linear response mode, which can not control 
the stability differences of disulfide bond in different conditions like intracellular accurately. So, 
people try to improve the property of disulfide bond from external factors such as increasing the 
steric hindrance or changing the microenvironment, in order to make it better applied to the 
biological field. However, these methods are less effective. So we try to change the disulfide 
bond from the nature of the it-its response, so that it is better applied to the biological field. 
In order to solve the problems above, our group has previously reported a twin-disulfide 
bond system based on rigid naphthalimide (NDI).We found that different from the 
mono-disulfide bond changing the linear rate in a single way with the concentration of reducing 
agent, double disulfide bond can lead to a reversible exchange reaction within the molecule and 
change the disulfide bond reduction mechanism to make it has a unique nonlinear response 
property to the redox environment. However, the interaction between molecules in NDI cause its 
poor water solubility, greater steric hindrance, poor cell response and other defects which limited 
its further application. 
In this paper, we designed and synthesized a series of rigid mercapto molecules with 
benzoic acid as matrix. The stability and responsiveness of mono- and twin-disulfide were 
investigated by oxidation-reduction kinetics. The double-sulfide molecules were used to 
construct the twin-disulfide based fluorescent probe system and the fluorescence recovery under 
different conditions was investigated. Finally, the stability of the probe structure in the 
intracellular environment was explored by the cell experiment, which laid the foundation for the 
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further application of the structure in the field of controlled drug delivery system. 
The contents of this paper are divided into five chapters, including the following research: 
The first chapter, introduces the formation of disulfide bonds in peptides and proteins, the 
regulation of the structure and function of the disulfide bonds, the structure and function of the 
disulfide bonds, and the progress of the synthesis of disulfide bonds in the biological materials 
(fluorescent probe molecules and drug release systems) applications. At the same time, reveals 
the shortcomings of the current application of disulfide bonds in biomedicine, and puts forward 
the ideas, contents and significance of this paper. 
In the second chapter, a series of rigid bis-mercapto molecules based on benzoic acid were 
designed and synthesized. The molecular weight was reduced and the hydrophilicity was 
improved.The stability of the twin-disulfide bond was controlled by the carbon chain length.  
In the third chapter, the redox kinetics of the dimer was observed by chromatography and 
the stability of the dimer was investigated. The ideal molecular was used to design the 
twin-disulfide fluorescent probe system as the linker. 
    In the fourth chapter, the selected molecules are used as the linker for the synthesis of 
biomaterials, including the mono-disulfide fluorescent probe with flexible polypeptide and the 
rigid twin-disulfide fluorescent probe, the fluorescence recovery under different reducing 
conditions was investigated.   
In the fifth chapter, summarizes the main work content and innovation of this thesis, and 
looks forward to the future research direction. 
    Keywords: Double mercapto molecule; Twin-disulfide bond; Oxidation and reduction 
kinetics; FRET fluorescent probe; Drug delivery system 
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第一章 绪论 
1.1 引言 
作为生物体内最重要的动态共价键之一，二硫键对于多肽及蛋白质结构的稳
定有着不可替代的作用。作为生物体内最普遍的一种动态共价键，二硫键参与了
生物体新陈代谢中的众多生物化学过程。生物体中二硫键的形成主要是通过半胱
氨酸上残基的脱氢氧化过程，在这个过程中也伴随多肽和蛋白质分子的交联等生
物过程[1-8]。而在生物体内存在着不同种类的巯基还原剂如半胱氨酸、谷胱甘肽、
氧化还原蛋白酶等都对生物体氧化还原环境的稳定具有重要作用，可以使得二硫
键发生巯基-二硫键交换反应，并使生物体能够顺利地完成新陈代谢；除此之外
这些还原剂在生物体内的分布具有很明显的区域性，利用二硫键在不同氧化还原
条件下不同的响应性，二硫键作为一种天然的连接键被广泛地应用于生物医药领
域[9-18]。 
大多数的多肽（如降血钙素）及蛋白质结构中都存在着二硫键[19-25]。二硫键
的主要功能是增强骨架的稳定性、促进蛋白的折叠。在氧化折叠过程中多肽上两
个靠近的巯基在一定条件下生成稳定的二硫键，通过二硫键的连接，不同部位的
氨基酸残基得以相互靠拢，肽链被氧化就折叠形成特定的空间结构。除了起到参
与折叠、稳定蛋白结构的作用之外，二硫键的形成对于维持多肽和蛋白的生物活
性、保持一定的稳定性都具有重大的意义。由于二硫键的形成与蛋白质的构象折
叠紧密相关，蛋白质折叠的（机理）问题可以通过二硫键连接的机理来解决，例
如通过二硫键的形成探索绿色荧光蛋白的折叠方式[1,10]。 
除了在多肽及蛋白等结构中扮演重要角色外，利用二硫键对生物体内不同区
域响应性的差异，二硫键还被广泛地应用在生物材料应用中，进一步推动了二硫
键的合成发展。通常二硫键在体外是通过巯基化合物氧化偶联，但直接氧化的方
法一般而言存在反应速度慢、产率低、不能定向合成不对称二硫键等问题，难以
满足生物应用的多样需求[26]。针对以上问题，二硫键体外合成的方法不断被完
善。1994 年，Jia 通过硫氰酸酯还原获得二硫键[27]；2003 年，E. T. Ayodele 将硫
醇和硫脲反应生成二硫键[28]；2009 年，Xiao, H. L.在碱性条件下用硫醇和磺酰氯
生成二硫键[29]； 2012 年，Iranpoor 以醇为原料在芳杂环硫氰酸铵三苯基膦条件
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下合成二硫键[30]。 
随着时间的推移，二硫键合成方法的进一步完善又促进了以二硫键为链接键
的生物材料的合成发展。二硫键应用于生物材料主要基于以下两点：在生物体代
谢过程中，二硫键和巯基是处于动态平衡之中的，而在生物体内不同部位不同组
织器官中，氧化还原性物质的分布具有区域性和差异性；利用生物体内氧化还原
的区域性和二硫键对氧化还原电势的响应，二硫键连接键已经成为生物医药研究
领域的重要工具[31-33]。这就使得二硫键不仅在稳定高级生物结构和代谢过程中扮
演着重要的角色，同时在抗体药物偶联体用于药物递送与释放、构建 FRET 荧光
探针体系用于检测细胞的氧化还原行为也发挥着重要的作用[34-38]。 
目前生物材料中所应用的大部分连接键结构中的二硫键均为单二硫键,虽然
它对于谷胱甘肽等还原剂能够满足快速灵敏响应的要求，但响应方式比较单一。
但是生物体是个复杂的系统，体内存在各种各样的受温度、pH 影响的氧化还原
活性酶和还原性物质催化调节体内反应（包括体内的氧化还原反应），这种复杂
性就决定了这种线性单一的二硫键并不能够满足人们对于准确调控二硫键在生
物体内不同位置稳定性差异的要求。因此，探索一种具有不同响应方式的新型二
硫键对于生物医药领域的发展具有十分重要的意义。 
1.2 蛋白质中二硫键的形成及其影响因素  
大部分的肽类和蛋白质中都存在稳定结构作用的二硫键[39]。作为多肽和蛋
白质折叠过程中的重要步骤，二硫键形成的速率往往对蛋白和多肽的折叠过程直
接产生影响。正如我们所知，二硫键和巯基处于动态平衡之中，而巯基具体是以
怎样的形态存在则取决于所处的生物环境。在体外有氧条件下（例如暴露于空气
中），活性巯基通通常会缓慢地被氧化成二硫键。但是这样发生的反应自发随意、
速度缓慢、产率低下、副产物多，并不能很好地解释二硫键在生物体内是怎样由
自由巯基快速转化形成的。 
我们在前文中已经提到，多肽进行氧化折叠时相互靠近的巯基可以碰撞生成
稳定的二硫键，形成二硫键后氨基酸残基之间相互靠拢肽链迅速氧化折叠形成了
特定的结构。疏水空间抑制水分子进入进一步使得蛋白生成稳定的高级结构。但
是在生物体这么一个复杂精密的系统中，上述一系列的反应是随机发生还是受生
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